
























In  this study,  the effect of compressive  forces on  the meniscus will be evaluated  in a  litter of 12 
Dobermann Pinschers, of approximately 2 months of age, euthanized as affected by the quadriceps 
contracture muscle syndrome of a single limb focusing on extracellular matrix remodeling and cell–
extracellular  matrix  interaction  (i.e.,  meniscal  cells  maturation,  collagen  fibers  typology  and 
arrangement). The affected limbs were considered as models of continuous compression while the 




in order  to  induce a  faster achievement of  the mature cellular phenotype and, consequently,  the 





















during  the  latter  stage  of  meniscal  development,  since  initially  cells  show  no  phenotypical 




proteoglycans  (PGs),  capturing  and  releasing  water  molecules  via  their  negatively  charged 





while  collagen  type  II  fibers are mainly  expressed, as  the PGs,  in  the  inner zone and  in a  radial 
direction,  as  observed  in  bovines  and  humans  [23,24].  Collagen  radial  fibers  envelop  the 
circumferentially disposed collagen type I fibers to avoid their displacement when the application of 




decrease, while GAGs  increase  in  the  inner  zone  and  collagen  fibers  pass  from  a  disorganized 
arrangement to the well‐organized one as previously reviewed [26]. Furthermore, the collagen fibers 

















other hand,  the complete replacement of  the meniscus  is obtained by utilizing different supports, 
from silk to the recently developed polycarbonate‐urethane (PCU)‐polyethylene reinforced meniscal 
substitute. These materials are cell‐free and present some advantages, such as the ease of use, the 
availability,  and  the  relatively  lower  cost with  respect  to  the  cell‐based  regenerative medicine. 
Additionally,  they  can  be  considered  a  valuable  option  in  the  case  when  a  prompt  extended 
mechanical support represents the main issue, as in the case of great loss of material [36]. On the other 
hand,  these biomaterials  tend  to be biodegraded  [36]. The choice of  living cell‐laden biomaterials 
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permits  replenishing any extracellular matrix  that has been degraded over  time  [36]. Given  these 
premises, the development of biomaterials for meniscus tissue engineering has been investigated in 
parallel with  tissue  engineering  efforts  by  using  cells  and  biomaterials  together  and  both  these 






Dobermann  Pinschers,  of  approximately  2 months,  euthanized  since  affected  by  the  quadriceps 
muscle  contracture  syndrome  of  a  single  limb,  a  rare  pathology  characterized  by  the  fixed 
hyperextension of both knee and ankle  joints. Since these  joints are characterized by a consensual 





euthanized  for  a  severe  quadriceps  contracture  after  being  admitted  to  the Veterinary Teaching 
Hospital of the Università degli Studi di Milano. No animals were sacrificed for the purposes of this 
study. All the animals used died for reasons that have no relationship with this study and the owner 




animals.  The  unit  of  the Obstetric  and Gynecologic Clinic  performed  the  puppies’  postmortem 
evaluation, sampling, and data  registration. All  the carcasses underwent an accurate postmortem 
evaluation and  the hind  limbs of  the  specimens were  submitted  to a  radiological examination  to 
exclude fractures and/or recent fracture healing processes and to evaluate knee joint appearance and 
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1).  MR  images  were  acquired  with  a  1.5T  system  (Avanto,  Siemens  Healthineers,  Forchheim, 
Germany) equipped with a phased‐array, eight‐channel coil. Routine T1‐weighted, T2‐weighted, and 









microtome  sections  (4  μm  thick)  were  obtained  from  each  sample.  The  differences  in  cellular 
maturation  grade  and matrix  deposition  between  the  two  populations were  evaluated  through 





performed  to highlight  the presence of GAGs within  the  tissue. Sirius Red histochemical‐stained 
sections were analyzed by means of polarized  light microscopy  (Olympus BX51  light microscope 
Olympus, Opera Zerbo, Milan Italy, equipped with a digital camera) to assess the spatial orientation 







subsequently  treated  with  the  Avidin–Biotin  blocking  kit  solution  (Vector  Laboratories  Inc., 













with Argon/Helio–Neon–Green  lasers with  excitation  and  barrier  filters  set  for  fluorescein  and 
rhodamine.  Images  containing  superimposition  of  fluorescence  were  obtained  by  sequentially 
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sulphated  glycosaminoglycans  using  the  1,9‐dimethylmethylene  blue  dye  binding  assay 
(Polysciences,  Inc., Warrington,  PA,  USA)  and  a microplate  reader  (wavelength:  540  nm).  The 
standard  curve  for  the  analysis was  generated  by  using  bovine  trachea  chondroitin  sulphate A 























Macroscopic  differences  in  menisci  were  observed:  the  left  (healthy)  menisci  showed  the 
expected semilunar and wedge‐like shape that was not preserved in the right (compressed) menisci 
(Figure  S1,  E).  Differences  were  also  detectable  with  histology,  histochemistry,  and  double 
immunohistochemistry analyses: all  the presented  images were captured  in  the anterior horns  in 









(Figure  2B  and C). Collagen  bundles  followed  a well‐ordinated  and  unidirectional  arrangement 
(Figure 2A–D); collagen fibers appeared well highlighted under the polarized light and showed the 
characteristic  anisotropic  behavior  that  allowed  noting  the  fibers’  crimps  (Figure  2D).  On  the 
contrary, the compressed meniscus was characterized by a chaotic distribution of the collagen fibers, 
which  looked stretched without  their  typical wavy appearance  (Figure 2E–H) and  the anisotropic 
behavior  (Figure  2H). Cells  showed  a  fusiform  shape  in  the healthy meniscus  (Figure  2A; white 
arrowheads) and a more rounded shape in the compressed meniscus (Figure 2E; white arrows). 
















the GAGs  (stained  in orange, asterisk)  in  the matrix of  the  two menisci:  in  the  inner zone  for  the 





























menisci  (Figure  5A). Pooled  left  (healthy) menisci  showed  a  higher Ec with  respect  to  the  right 
(compressed) ones (p < 0.05). Medial and lateral healthy menisci showed a higher Ec confronted with 
the  counterparts of  the  compressed ones  (p < 0.05  for both  the  comparisons). However, only  the 
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Figure  5.  Biomechanical  evaluation  of  the  Young’s  Elastic  Modulus  in  compression  (EC).  A: 
comparison between pooled  left and right menisci’s EC; B: Comparison between the EC of pooled 
medial  and  lateral menisci; C:  EC  comparison  among  all  the different meniscal  portions.    Med: 




meniscus were analyzed by means of biochemical assays, always  considering  the  two  sides. The 
GAGs/DNA ratio (Figure 6C) was also calculated to highlight the grade of maturation of the cells in 








meniscus,  a dichotomic pattern was present,  in which  the  anterior horn  showed  a higher GAGs 
concentration with respect to the other two portions (Figure 6D; right side; p < 0.01). This dichotomic 
pattern was maintained even in the cellularity results of the compressed meniscus (Figure 6E; right 
side), as opposed  to  the  results of  the healthy menisci characterized by a  smother differentiation 
among the three areas, with a higher abundance in the anterior horn with respect to the posterior 
horn and an intermediate value expressed in the body section (Figure 6E; left side). Intriguingly, the 
GAGs/DNA  ratio  showed a higher value  in  the anterior horn of  the  compressed meniscus  (with 
respect to the other two portions) while  its  left counterpart showed the smaller value (Figure 6F); 
however,  the differences described  represent  only  trends,  since  none  of  these  showed  statistical 
significance. 









affected  by  a  disease  that  induces  the  alteration  of  the  functional mechanics  of  the  knee.  The 
pathology, which usually affects growing animals, causes  the deformation and  shortening of  the 





to  the particular conformation of  the deformed  femur,  the most compressed areas  in  the affected 
limbs end up being the external area of the menisci, contrarily to what is observed in the normal ones, 










observed  in chickens  [43]. Meniscal cells may react  to mechanical stimulation either with an anti‐
inflammatory  or  proinflammatory  response. Moreover,  biomechanical  stimulation  influences  the 
balance  of ECM  turnover  toward  anabolism  or  catabolism:  these  opposite  behaviors depend  on 
magnitude, frequency, duration, and type (static or dynamic) of the applied force [42,43]. Dynamic 
compression  at  10%  strain  may  stimulate  both  anabolic  and  catabolic  metabolism  with  the 
suppression of proinflammatory mediators as reviewed by [42,44]. On the contrary, clear pathologic 
effects that lead to proteoglycans breakdown have been reported after the application of higher strain 
(20%)  with  upregulation  of  matrix  metalloproteinase  (MMP)‐1,  MMP‐3,  MMP‐13,  ADAMTS‐4, 
inducible  nitric  oxide  synthase  (NOS2),  interleukin‐1α  (IL‐1α) mRNA,  and  nitric  oxide  (NO)  as 
reviewed  by  [42].  Pathological  models  of  abnormal  joint  loading  resulted  in  catabolic  and 




overloading models  reported no macroscopic damage  to  the  tissue, no detrimental  effect on  the 
sulphated‐glycosaminoglycan  (sGAG) content and  release,  the downregulation of many catabolic 
and proinflammatory  genes,  and no  effect  on  the mechanical properties of  the  tissue. However, 
overloading caused large regions of cell death at the surface of the tissue [46]. Finally, Ballyns and 
Bonassar (2011) reported that a dynamic unconfined compression load (15% strain and 1 Hz three 

















rounded  shape  that  is  typical of meniscal  fibro‐chondrocytes,  the phenotype  that physiologically 
resides in the inner and cartilaginous‐like portion of the meniscus; furthermore, these cells produce 
a quantity of GAGs larger than that produced by the cells of the uncompressed areas of the same 





have  led  the  cells  toward  the  cell  phenotype  that  better  survives  in  the  hypoxic  conditions:  the 
chondrocyte‐like  one.  Concerning  the  expression  and  the  arrangement  of  collagen  fibers,  our 















or  posterior  horns)  were  considered.  Biochemical  quantification  of  meniscal  tissue  depicted  a 
complex scene  in which no differences were seen in the quantity of GAGs produced  in the whole 
tissue with  respect  to  the  sides,  but  a  significant  decrease  in  cell  density  (DNA)  and  a  higher 






menisci,  to  the  most  compressed  area.  Taken  together,  the  results  of  the  biomechanical  and 
biochemical  analyses  suggest  that  even  if  the  over‐compressed  meniscus  shows  a  precocious 
maturation of the resident cells (fibro‐chondrocytic‐like appearance) and consequently of the matrix 




[49];  however,  to  our  knowledge,  this  is  the  first  study  that  demonstrated  the  role  of  the 
collagen/GAGs  relationship  in  the  achievement of  the  typical  anisotropic  and  elastic behavior of 
meniscal tissue in response to a compressive stimulus. Moreover, this investigation shows how native 
meniscal  tissue  varies  under  different  biomechanical  stimuli,  producing  useful  background 
information  for  further  tissue  engineering  applications.  The  results  of  this  study  suggest  that  a 





the  fundamental ECM,  in order  to  improve cellular viability and adhesion of  these cells within a 
potential synthetic scaffold. In this regard, this investigation shows how native meniscal tissue varies 
under different biomechanical stimuli, producing valuable background information for further tissue 
engineering  applications. The  results  of  this  study  suggest  that  a  continuous  compressive  force, 
applied to the native meniscal cells, triggers a process of remodeling of the extracellular matrix and 
an early maturation of the cellular phenotype, at the expense of the proper organization of collagen 
fibers.  For  these  reasons,  we  can  envision  the  potential  of  a  bioreactor  that  could  generate 
compressive and tensile forces and so contribute to the maintenance of the phenotypical traits, but it 
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